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1.1. Tausta  
 
 
Tämänhetkinen maailmantalous sekä energiantuotanto ovat riippuvaisia 
uusiutumattomista, fossiilista alkuperää olevista polttoaineista. Rajallisuuden 
lisäksi haittana näiden käytöstä on kasvihuonekaasuna tärkeän hiilidioksidin 
vapautuminen, mikä on suurin syy koko maailmaa koskettavalle 
ilmastonmuutokselle (Schenk ym., 2008). Kansainvälisen ilmastopaneelin (IPCC) 
raportin (2007) mukaan hiilidioksidipitoisuus on noussut 100 ppm vuodesta 1750, 
ja vuoden 2012 keskiarvo oli 392,6 ppm (Blunden & Arndt, 2013). Viime 
vuosikymmeninä fossiilisten polttoaineiden globaali käyttö on edelleen 
lisääntynyt väestönkasvun sekä vaurastumisen seurauksena. 
 
Yksi mahdollinen tapa korvata fossiiliset polttoaineet on käyttää energianlähteenä 
uusiutuvaa biomassaa, koska biomassan poltossa vapautuva hiili sitoutuu 
uudelleen yhteyttämisprosessissa eli biomassan käyttö on hiilineutraalia eikä 
pitkällä aikavälillä muuta ilmakehän hiilidioksidipitoisuutta (Hossain, 2008). 
Mikroleväbiomassa on teoreettisesti parhaimpia vaihtoehtoja tuottaa biomassaa 
uusiutuvan energian lähteeksi, koska mikrolevien yhteyttämistehokkuus on 
esimerkiksi muihin biodieselin tuotantoon käytettäviin energiakasveihin 
verrattuna huomattavasti parempi (Hannon ym., 2010, Chisti, 2007, Huntley & 
Redalje, 2007). Tämän lisäksi levien etuja ovat muun muassa nopea kasvu, 
suhteellisen pieni tilantarve, vaikeasti hajoavan ligniinin puuttuminen 
mikroleväsolun rakenteista sekä suuri öljysaanto (Chisti, 2007). 
Mikroleväbiomassasta voidaan tuottaa muun muassa biodieseliä, etanolia, 




Mikroleväbiomassan laajamittainen käyttö vaatii kuitenkin levien ekologian ja 






Mikrolevät ovat yhteyttäviä aitotumallisia tai esitumallisia yksisoluisia mikro-
organismeja (Richmond, 2007). Ne voivat esiintyä yksittäin, kolonioina tai 
kenobioina. Ne ovat hyvin laaja ja monimuotoinen ryhmä, jossa fysiologia sekä 
ekologia vaihtelevat huomattavasti (Reynolds, 2006: 4). Mikroleviä ei esiinny 
pelkästään akvaattisissa, vaan myös terrestrisissä ympäristöissä. Ne ovat kasvien 
kaltaisia organismeja, joiden ensisijaisena yhteyttämispigmenttinä on klorofylli a, 
mutta niiltä puuttuvat varsinainen juuri, lehdet, varsi tai johtosolukko (Lee, 2005). 
Osa lajeista (ns. flagellaatit) kykenee liikkumaan siimojensa avulla, kun taas osa 
lajeista säätelee sijaintiaan vesipatsaassa kaasurakkuloiden tai erilaisten öljyjen 
avulla. 
 
Mikroleviä on arvioitu olevan yli 50 000 lajia, joista tällä hetkellä on tutkittu noin 
30 000 (Mata, 2010). Richmond (2007) luokitteli mikrolevät seuraaviin 
yhdeksään pääluokkaan: Syanobakteerit eli sinilevät (Cyanophyta), glaukofyytit 
(Glaucophyta), silmälevät (Euglenophyta), nielulevät (Cryptophyta), tarttumalevät 
(Haptophyta), panssarilevät (Dinophyta), ruskolevät (Chromophyta), punalevät 
(Rhodophyta) ja viherlevät (Chlorophyta). Luokittelun tärkeimmät kriteerit ovat 
pigmentit, varastoaineiden kemiallinen rakenne, soluseinän rakenne, väritys, 
elinkierto ja biokemia (Richmond, 2007).  
 
Lisääntymistavaltaan mikrolevät ovat yleensä yksinkertaisia, eli ne lisääntyvät 




lisääntymiseen. Ne pystyvät kasvamaan nopeasti eli jakaantumaan karuissakin 
olosuhteissa useita kertoja päivässä ja niin makeissa kuin suolaisissa vesissä. 
Mikrolevät soveltuvat erittäin hyvin kasvatettaviksi energiantuotantotarkoituksiin, 
koska ne tuottavat erilaisia hiilihydraatteja, rasvoja, öljyjä ja muita orgaanisia 
yhdisteitä.  
 
Tässä työssä käyttämäni terminologia noudattaa Richmondin (2007) käsitystä, 
mikä on laajempi verrattuna perinteiseen leväekologiaan. Tämän vuoksi myös 
syanobakteerit luokitellaan mikroleviin kuuluviksi (Richmond, 2007). 
 
 
1.3. Levien energianhankintatavat  
 
 
Mikro-organismit on perinteisesti jaettu energian- ja hiilenhankintatavoiltaan joko 
autotrofisiin tai heterotrofisiin lajeihin. Miksotrofisessa energianhankinnassa solu 
yhdistää sekä auto- että heterotrofisen metabolian, mistä on hyötyä varsinkin 
heikoissa valaistusolosuhteissa. Miksotrofian on havaittua olevan hyvin yleistä 
mikrolevien keskuudessa (Stickney ym., 2000). 
 
 




Autotrofisilla mikrolevillä tarkoitetaan omavaraisia leväsoluja, jotka käyttävät 
hiilenlähteenään ainoastaan epäorgaanista hiiltä, pääasiassa hiilidioksidia. Ne 
voivat olla fotoautotrofeja, jolloin ne hankkivat energiansa valossa yhteyttämällä, 
mutta myös harvinaisempia kemoautotrofeja, jolloin solu hankkii energian 




maapallon fotosynteesistä on noin 50 %, ja akvaattisissa ympäristöissä ne ovat 
ensisijaisia perustuottajia (Rubio ym., 2003). Autotrofisten mikrolevien 
biomassantuotanto on hyvinkin nopeaa, ja parhaimmillaan osa lajeista pystyy 
jakautumaan jopa kaksi tai kolme kertaa vuorokauden aikana (Hu ym., 2008, 
Hannon ym., 2010).   
 
Yhteyttämisprosessi on valon ohjaama reaktio, jossa hiilidioksidi ja vesi 
muunnetaan hiilihydraateiksi ja hapeksi. Reaktio jaetaan yleisesti kahteen 
vaiheeseen: valoreaktioihin ja pimeäreaktioihin. Valoreaktiot tapahtuvat 
viherhiukkasten eli kloroplastien tylakoidikalvoilla, joissa valoenergia 
muunnetaan kemialliseksi energiaksi. Tuloksena on biokemiallinen pelkistin 
(NADPH2) ja paljon energiaa sisältäviä ATP – molekyylejä. Viherhiukkasten 
stroomassa tapahtuvassa pimeäreaktiossa NADPH2 ja ATP hyödynnetään 
peräkkäisissä biokemiallisissa reaktioissa, joissa hiilidioksidi muunnetaan 
hiilihydraateiksi. Yhdisteet sitoutuvat hiilidioksidiksi Calvinin kierron kautta ja 







Miksotrofit yhdistävät auto- ja heterotrofisen energian- ja hiilenhankinnan, mutta 
joissakin tapauksissa mikrolevät käyttävät fago- tai osmotrofiaa myös 
tarvitsemiensa ravinteiden kuten typpi- ja fosfaattiyhdisteiden hankintaan. 
Fagotrofiassa leväsolut ottavat sisäänsä orgaanisen partikkelin, kuten bakteerin 
(Stickney ym., 2000). Osmotrofiassa mikrolevä kykenee bakteerien tavoin 
osmoosin avulla ottamaan liuenneita orgaanisia yhdisteitä solun sisään. 




miksotrofiastrategioiden ja leväkantojen välillä, mutta tutkimustietoa asiasta on 
toistaiseksi vain vähän (Stoecker, 1999, Moorthi ym., 2009). 
Autotrofia/heterotrofia – osuuteen vaikuttavat lajin tai kannan ominaisuuksien 
lisäksi myös solun fysiologinen tila sekä ympäristöolosuhteet, kuten valon 
intensiteetti, ravinteiden ja laiduntajien määrä sekä auto- ja heterotrofiaan 
kykenevien kilpailijoiden esiintyminen (Jones, 1997, Sanders ym., 1990, 2000). 
Miksotrofiaan kykeneviä lajeja on havaittu monissa mikrolevien pääluokissa 
(Porter, 1988, Stoecker, 1999). Miksotrofit ovat myös tärkeitä esimerkiksi järvien 
ulappa-alueiden hiilenkierrossa (Holen & Boraas, 1995, Reynolds, 2006).     
 
Jones (1997) esitti että, miksotrofit voidaan jakaa neljään ryhmään (A, B, C ja D) 
niiden käyttämän miksotrofiastrategian mukaan. Luokittelun on tarkoitus 
edesauttaa pohdintaa lajin kuulumisesta perustuottajiin tai kuluttajiin. 
 
Ryhmään A kuuluvat levät, jotka hankkivat tarvitsemansa energian ja hiilen 
ensisijaisesti heterotrofisesti, mutta voivat käyttää autotrofiaa toissijaiseen, 
täydentävään energianhankintaan. Ryhmän A auto- ja heterotrofian väliseen 
tasapainoon vaikuttaa erityisesti tarjolla olevan saaliin määrä. Tässä ryhmässä 
saaliin runsaus vaikuttaa mikroleväsolujen viherhiukkasten määrään ja tätä kautta 
autotrofiseen kasvuun. Valointensiteetti ei vaikuta tämän ryhmän 
energianhankinta-tapaan. Fotosynteesi käynnistyy ainoastaan, kun saaliin määrä 




. (Jones, 1997) 
 
Ryhmän B miksotrofit ovat ensisijaisesti autotrofeja, mutta valointensiteetin 
laskiessa ne kykenevät myös hyödyntämään orgaanista hiiltä heterotrofisesti. 
Heterotrofia-aste B-ryhmän levillä on usein kääntäen verrannollinen valon 
määrään, so. valon rajoittaessa fotosynteesiä ryhmän levät pyrkivät hankkimaan 
orgaanista hiiltä heterotrofian avulla. Ravinnerajoitteisissa ympäristöissä solut 






Ryhmään C kuuluvat miksotrofit ovat niin ikään ensisijaisesti autotrofisia, mutta 
täydentävät ravinteiden saantiaan heterotrofisesti. Tässä ryhmässä 
valointensiteetin kasvaessa kasvaa myös heterotrofinen ravinteidenotto, koska 
ravinteiden tarve kasvaa. Soluilla ei ole tarvetta miksotrofiaan kasvun ollessa 
pysähdyksissä, mutta kasvun kiihtyessä ravinteiden heterotrofinen hankinta on 
välttämätöntä. Tällaisen miksotrofiastrategian omaavien levien kasvua 
rajoittavana tekijänä on usein epäorgaaninen hiili. (Jones, 1997) 
 
D-ryhmässä mikrolevät käyttävät heterotrofiaa hyvin vähän. Ryhmään kuuluvat 
levät hyödyntävät orgaanista hiiltä vain alhaisessa valointensiteetissa. Orgaanisen 
hiilen hyödyntäminen auttaa leväsoluja pysymään elossa siihen asti, kunnes valon 
määrä jälleen nousee, mutta heterotrofia ei varsinaisesti paranna levien kasvua. 
Esimerkiksi eräät Cryptomonas – sukuun kuuluvat levät selviävät Antarktiksen 
järvissä pitkän jääpeitteisen kauden yli tällaisen miksotrofiastrategian avulla 






Heterotrofiaan kykenevillä eli potentiaalisesti toisenvaraisilla mikrolevillä 
tarkoitetaan leviä, jotka ovat riippuvaisia muiden eliöiden tuottamista orgaanisista 
yhdisteistä. Ne kykenevät kuitenkin yhteyttämään tilaisuuden tullen 
viherhiukkastensa ansiosta. Valottomissa olosuhteissa ne siis hankkivat kaiken 
energiansa hyödyntämällä orgaanisia hiiliyhdisteitä, joko osmo- tai fagotrofisesti 





Levät sopeutuvat usein hitaasti olosuhteiden muutoksiin etenkin, kun olosuhteet 
muuttuvat autotrofisista heterotrofisiin. Heterotrofian avulla levät voivat selviytyä 
pitkien pimeiden jaksojen yli esimerkiksi jään sisässä tai alla (Horner & 
Alexander, 1972). Heterotrofiset leväsolut eroavat autotrofisista soluista 
morfologian, fotosynteesipigmenttien (klorofylli a:n määrän) ja biokemian 
suhteen (Van Baalan ym., 1973, Abeliovich & Weisman, 1978). 
 
Levät pystyvät käyttämään heterotrofisesti monia orgaanisia hiilen lähteitä. 
Glukoosin ja asetaatin on todettu olevan useille mikrolevälajeille käyttökelpoisia 
hiilenlähteitä sekä mikso- että heterotrofisissa kasvuolosuhteissa. Nämä yhdisteet 
ovatkin mikroleväkasvatuksissa käytetyimpiä orgaanisen hiilen lähteitä (Droop, 
1974, Neilson & Lewin, 1974, Bollman & Robinson, 1977, Shi ym., 1999, Perez-
Garcia ym., 2011). Esimerkiksi asetaatin käyttöä edistää myös sen edullisuus ja 
helppo saatavuus (Perez-Garcia ym., 2011). 
 
Mikrolevien heterotrofisella kasvatuksella voidaan mahdollisesti kiertää levien 
massakasvatukseen liittyviä teknisiä ja fysiologisia ongelmia, jotka aiheutuvat 
mm. valon ja hiilidioksidin saatavuuden vaihtelusta. Joillakin lajeilla ja kannoilla 
voidaan heterotrofisissa kasvatuksissa saada solumäärä ja kasvatuksen tuottavuus 


















Glukoosi on yksi yleisimmistä sokereista, ja se sisältää paljon energiaa verrattuna 
muihin leväkasvatuksissa käytettyihin orgaanisen hiilen lähteisiin. Esimerkiksi 
yksi mooli glukoosia tuottaa energiaa 2,8 kJ, kun asetaattimooli tuottaa vain noin 
0,8 kJ (Boyle & Morgan, 2009). Heterotrofisissa kasvatuksissa glukoosin 
lisäyksellä pystytään usein nopeuttamaan levien kasvua paremmin kuin muilla 
orgaanisen hiilen lähteillä (Griffiths ym., 1960).  
 
Mikroleväsolun kyky hyödyntää glukoosia energianlähteenä perustuu glukoosin 
hapelliseen tai hapettomaan assimiloitumiseen heksoosin fosforiloitumisessa, 
jolloin lopputuotteena syntyy glukoosi-6-fosfaatti. Syntyvä glukoosi-6-fosfaatti 
voidaan varastoida, käyttää energiana tai hyödyntää solun jakautumisessa. 
Vastaavasti yhtä glukoosimoolia kohti vaaditaan yksi fosfaattisidos 
assimiloitumaan glukoosi-6-fosfaatiksi. Lisäksi reaktiossa syntyy 30 
samanarvoista fosforisidosta yhden glukoosimoolin hapettuessa. (Droop, 1974) 
 
Leväsolut käyttävät pääosin kahta hapellista menetelmää pilkkoessaan glukoosin 
solulimassaan: Embden-Meyerhof-Parnas – reittiä (EPM) tai 
pentoosifosfaattireittiä. Leväsolut eivät pysty täysin hyödyntämään glukoosia 
pimeässä ja hapettomassa ympäristössä, koska energiaa ei vapaudu tarpeeksi 
glukoosin dissimilaatiossa. Dissimilaatio hidastuu myös, jos 
laktaattidehydrogenaasientsyymiä on vähän, sillä se on välttämätön anaerobisen 
käymisen loppuunsaattamiseksi. Levien glukoosinkäyttö on hyvin tehokasta, sillä 




otetusta glukoosista assimiloituu ja muokkautuu oligosakkarideiksi (esim. 
sakkaridiksi) tai polysakkarideiksi (esim. tärkkelykseksi). (Tanner, 2000)  
 
Heterotrofisissa olosuhteissa glukoosi pilkotaan pääosin pentoosifosfaattireittiä 
pitkin joko hapellisissa tai hapettomissa olosuhteissa. Valossa solut käyttävät 
glukoosin pilkkomiseen pääosin EMP – reittiä, missä pilkkoutuminen voi tapahtua 
joko hapellisissa tai hapettomissa olosuhteissa. Hapettomissa olosuhteissa 
pyruvaatista syntyy joko laktaattia tai etanolia. Hapellisissa olosuhteissa osa 
pyruvaatista hapetetaan sitruunahappokierrossa hiilidioksidiksi. 
Sitruunahappokierron aikana syntyneet elektronit kuljetetaan elektronien 
siirtoketjua pitkin, jolloin ne tuottavat runsaasti ATP-molekyylejä (Nelson & 
Lewin, 1974).  Chlorella pyrenoidosa – leväkannan on todettu hyödyntävän 
pimeässä 90 %:sti pentoosifosfaattireittiä käyttäen apunaan glukoosi-6-fosfaatti – 
dehydrogenaasientsyymiä. Valossa C. pyrenoidosa – kannalla on havaittu 
aktiivista sitruunahappokiertoa sekä mitokondrion oksidatiivista fosforylaatiota 
(Yang ym., 2000). 
 
Chlorella – soluilla on aktiivinen glukoosin kuljetusjärjestelmä, joka mahdollistaa 
glukoosin hyödyntämisen. Glukoosin kuljettajaproteiinin aktivointi kestää 
vähintään 15 minuuttia ja on riippuvainen saatavasta energiasta (Richmond, 
2007). Tämän vuoksi energianpuutteesta kärsivät solut eivät pysty hyödyntämään 




1.4.2. Asetaatti  
 
 
Mikrolevien kyky hyödyntää liukenemattomia karboksyylihappoja kuten 




Asetaattipitoisuuden ollessa matala monet mikrolevät pystyvät käyttämään 
asetaattia ainoana hiilenlähteenään. Mikroleväsolut, jotka kykenevät käyttämään 
asetaattia pimeässä, käyttävät sen ottoon monikarboksyylimolekyylien 
kuljettamista solukalvon läpi tukevaa kuljettajaproteiinia (Boyle & Morgan, 
2009). 
 
Solun sisään kuljetettu asetaatti hapetetaan yleisimmin kahta reittiä pitkin: joko 
glyoksysomissa tapahtuvaa glyoksylaattikiertoa pitkin, jolloin muodostuu 
malaattia, tai mitokondrioissa tapahtuvan trikarboksyylihappokierron 
(sitruunahappokierto) kautta, jolloin muodostuu hiiliketjuja, ATP:tä ja energiaa 
NADH:n pelkistyessä (Boyle & Morgan, 2009).  
 
Asetaatin metabolia voi olla kuitenkin hyvin erilaista pimeässä verrattuna valo-
olosuhteisiin. Esimerkiksi C. pyrenoidosa – mikrolevällä asetaatista muodostuu 
pimeässä sitruunahappokierron kautta sitraattia ja malaattia. Valossa asetaatin 
assimiloitumisessa C. pyrenoidosa – levän ensisijaiset lopputuotteet ovat 
sukkinaatti ja glykolaatti (Neilson & Lewin, 1974).   
 
 
1.5. Mikso- ja heterotrofiakyvyn hyödyt levien kasvatuksessa 
 
 
Substraatinottokokeiden toteuttaminen on edellytys leväkantojen todellisen 
mikso- ja heterotrofiakyvyn selvittämiseksi. Substraatinottokokeilla voidaan 
lisäksi erottaa levä- ja bakteerisolujen ottama orgaanisen hiilen määrä toisistaan, 
mikä ei onnistu perinteisillä mikso- ja heterotrofiamittauksilla, jotka soveltuvat 





Tieto leväkantojen todellisesta mikso- ja heterotrofiakyvystä mahdollistanee 
kuitenkin myös kantojen laajemman käytön. Tällä hetkellä mikroleväbiomassan 
käytöstä on kiinnostuttu energiasovellusten ohella mm. ravitsemustieteellisessä 
tutkimuksessa ja teknisissä sovelluksissa kuten vedenpuhdistamoissa ja 
kemiantekniikassa (Spolaore ym., 2006, Chen, 1996). Jätevedenpuhdistuslaitosten 
yhteydessä toimivissa leväkasvattamoissa mikrolevät voivat kasvaa 
miksotrofiakykynsä ansiosta alhaisessa valossa sekä käyttää hyödyksi jätevesien 
sisältämiä orgaanisia aineita (Mata, 2011).  
 
Mikso- ja heterotrofisten leväkantojen viljely on kustannustehokas vaihtoehto, 
koska levät pystyvät orgaanisia yhdisteitä hyödyntämällä korvaamaan 
valaistuksesta tulevaa energiaa (Richmond, 2007). Tällöin massakasvatuksissa 
tarvittavan valon määrä pienenee eikä leväsolujen aiheuttama itsevarjostus hidasta 
kasvua. Kustannustehokkuuden ohella miksotrofisten leväkantojen käyttö 
mahdollistaa myös paremman solusaannon ja solujen korkeamman 
lipidipitoisuuden (Chen 1996, Park ym., 2012, Miao ja Wu, 2004, Xu ym., 2006, 
Li ym., 2007). Richmond (2007) pitääkin levien massakasvatuksissa ainoana 
järkevänä vaihtoehtona miksotrofisten levien käyttöä. Lipidipitoisuutta voidaan 
nostaa myös heterotrofisesti; heterotrofisella Chlorella protothecoides – kannalla 
lipidien määrä jopa nelinkertaistuu verrattuna autotrofisiin leväsoluihin (Xu ym., 
2006). Lisäksi leväkantojen kasvuolosuhteita on helpompi hallita heterotrofisissa 
kuin miksotrofisissa kasvatuksissa (Chen, 1996). 
Biodieselin tuotantoon soveltuvien mikrolevien yksi tärkeimmistä 
ominaisuuksista on siis niiden mikso- ja heterotrofiakyky. Maapallon pohjoiset 
alueet mielletään usein sopimattomaksi esimerkiksi mikroleväbiodieselin 
tuotantoon ilmaston kylmyyden ja auringon vähäisen säteilyenergian määrän 
vuoksi, mutta miksotrofialla pystytään tehostamaan leväbiomassan tuotantoa 
yhdistämällä kasvatuslaitokset esimerkiksi vedenpuhdistamoihin (Park ym., 




jätevesissä olevia ravinteita ja vähentävät näin osaltaan vesistöjen rehevöitymistä 
(Park ym., 2012).  
 
 
1.6 Mikso- ja heterotrofian merkitys vesiekosysteemeissä 
 
 
Todellisen mikso- ja heterotrofiakyvyn tuntemus lisää luonnollisesti myös 
ymmärrystä vesiekosysteemien ravinneverkoista ja biogeokemiallisista kierroista. 
Tällaisia kiertoja on esimerkiksi hiilenkierto, joka ilmaston muuttuessa tulee 
vääjäämättömästi muuttumaan.  
Miksotrofiset levät voivat olla ekologisesti tärkeitä niin rehevissä kuin karuissa 
vesistöissä napa-alueilta tropiikkiin (Stoecker, 1998). Tietyissä olosuhteissa 
miksotrofiset levät ovat tärkeä osa planktisten ravintoverkkojen ravinteiden 
kiertoa, ja ne voivat vaikuttaa akvaattisten ravintoverkkojen rakenteeseen ja 
toimintaan kasviplanktonin välisen kilpailun kautta (Rothhaupt, 1996b, Thingstad 
ym., 1996, Stoecker ym., 1997, Stoecker, 1998,). Jonesin (2000) mukaan 
miksotrofian rooli riippuu hiilen/energianlähteiden tasapainosta, kuten esimerkiksi 
kirkasvetisissä järvissä verrattuna humusjärviin, joissa valon ja orgaanisen hiilen 
määrät poikkeavat toisistaan.  
 
Miksotrofisten leväkantojen on todettu hyödyntävän heterotrofiaa enemmän 
lämpötilan noustessa, jolloin miksotrofiaan kykenevien levien rooli voimistuu 
perustuottajista kohti kuluttajia (Wilken ym., 2013). Ilmastonmuutoksen 
seurauksena miksotrofien rooli vesistöjen ravintoverkoissa ja hiilen kierrossa siis 






1.7. Tutkimuksen tarkoitus ja hypoteesit 
 
 
Tarkoitukseni oli selvittää kolmen mikroleväkannan todellinen kyky mikso- ja 
heterotrofiaan ja tutkia kantojen välisiä eroja niin kasvussa kuin substraattien 
hyödyntämisessä. Perinteinen, epäsuora tapa mitata mikso- ja heterotrofiakykyä 
on leväkantojen kasvattaminen siten, että kasvatusalustaan lisätään orgaanisen 
hiilenlähde ja kasvua näin muunnellulla alustalla verrataan alkuperäiseen alustaan, 
jossa orgaanista hiilenlähdettä ei ole. Tällaiset kokeet antavat kuitenkin vain 
viitteitä mikrolevien potentiaalista mikso- ja heterotrofiaan. Todellisen mikso- ja 
heterotrofiakyvyn saa selville vasta esimerkiksi käyttämällä radioaktiivista leimaa, 
kuten 
14
C-leimattuja orgaanisia yhdisteitä. Tällöin kasvun sijaan seurataan 
suoraan leiman kulkeutumista leväsoluihin. Tutkimukseen valitsemani mikrolevät 
(Selenastrum sp., Chlorella pyrenoidosa, Euglena gracilis) olivat sellaisia, jotka 
oletettavasti olivat kykeneviä niin miksotrofiaan kuin heterotrofiaankin (Ogbonna 
ym., 1998, Kusmic ym., 1998, Yang ym., 2000, Bouarab ym., 2004, Richmond, 
2007, Tikka, 2011, Venkata Mohan ym., 2011, Peltomaa, julkaisematon aineisto).  
 
Tutkimukseni hypoteesit olivat: 
1. Valitsemieni leväkantojen välillä on eroa kasvunopeuksissa. 
2. Kannan sisällä solumäärä ja biomassa vaihtelevat eri kasvuoloissa. 
3. Orgaanisen substraatin laadulla on merkitystä eli asetaatin ja glukoosin 
lisäys vaikuttaa kantojen kasvuun eri tavoin. 
 





2. Aineisto ja menetelmät 
 
 
2.1. Tutkimuksen leväkannat 
 
 
Tutkimuksessa käytin kolmea mikroleväkantaa; viherlevien kaareen (Chlorophyta) 
kuuluvia Selenastrum sp. – ja Chlorella pyrenoidosa UTEX 1230 – kantoja ja 
silmälevien kaareen (Euglenophyta) kuuluvaa Euglena gracilis CCAP 1224/5Z – 
kantaa. Kannat eivät olleet akseenisia. 
 
Selenastrum sp. – kanta on Helsingin yliopiston ympäristötieteiden laitoksen (FT, 
Elina Peltomaa) oma eristys, joten kannasta on aikaisempaa tutkimustietoa vähän. 
Se on eristetty toukokuussa 2008 Etelä-Suomessa Lammin Evolla sijaitsevasta 
Iso-Ruuhijärvestä, joka voidaan luokitella runsashumuksiseksi järveksi, sillä sen 
veden väri on 255 mg Pt l
-1
 (Arvola ym., 2010, Vuori ym., 2006). Humusjärven 
levänä se oletettavasti kykenee ainakin miksotrofiaan. Solut esiintyvät 
kasvatuksissa yksittäisinä, ja ne ovat muodoltaan sirppimäisiä. Kasvatusolot 
vaikuttavat moniin käyttämäni Selenastrum – kannan ominaisuuksiin, kuten 
kokonaislipidipitoisuuteen, lipidiluokkien suhteellisiin osuuksiin sekä 
rasvahappojakaumaan (Tikka, 2011).    
 
Viherleviin (Chlorophyceae) kuuluva C. pyrenoidosa on pallomainen, 
liikkumiskyvytön mikro-organismi. Sen halkaisija on noin 2-10 µm. Solujen 
varastotuotteena on tärkkelys, joka tuotetaan muista levistä poiketen 
viherhiukkasissa. Käyttämäni C. pyrenoidosa – kanta kykenee perinteisesti 
määritettynä kasvamaan valossa autotrofisena tai miksotrofisena sekä pimeässä 




käyttänee heterotrofisissa olosuhteissa asetaattia, glukoosia, laktaattia ja 
glutamaattia (Richmond, 2007). 
 
E. gracilis on hyvin yleinen makean veden laji, jota on tutkittu paljon 
laboratoriokokein. Se on eukaryootteihin kuuluva siimallinen, liikuntakykyinen 
mikro-organismi, jonka solut ovat noin 50 µm pitkiä ja 10 µm leveitä. Solussa on 
soluseinän sijaan ns. pellikeli, jossa on 80 % proteiineja, 11,6 % lipidejä ja 
loppuosa hiilihydraatteja (Bricheux & Brugerolle, 1987). Käyttämäni E. gracilis – 
kanta kykenee autotrofian ohella oletettavasti myös mikso- ja heterotrofiaan, 
mutta täyttä varmuutta asiasta ei ollut ennen kokeiden aloitusta (Ogbonna ym., 
1998, Kusmic ym., 1999, Reynolds, 2006:1, Venkata Mohan ym., 2011). 
Pimeässä kannan on todettu menettävän viherhiukkasiaan, mutta se saa ne takaisin 
altistuessaan uudestaan valolle (Ogbonna ym., 1997).  
 
 
2.2. Kasvatuskokeiden alustat 
 
 
Ennen substraatinottokokeita tein leväkannoilla perinteiset kasvatuskokeet, joissa 
selvitin kantojen kasvukyvyn käyttämissäni kasvatusliuoksissa, eli varmistin 
niiden potentiaalin mikso- ja heterotrofiaan ennen 
14
C-leimakokeita. Seuraamani 
parametri näissä kasvatuksissa oli solutiheys. 
Kasvatin Selenastrum sp. – ja C. pyrenoidosa – kantoja epäorgaanisessa COMBO 
– kasvatusliuoksessa (Liite 1; Kilham ym., 1998). Mikso- ja 
heterotrofiapotentiaalin mittaamista varten lisäsin COMBO – kasvatusliuoksiin 
orgaaniseksi hiilenlähteeksi D (+) – glukoosia tai natriumasetaatti-trihydraattia 
(CH3COONa * 3H2O). Aikaisempien tutkimusten perusteella käytin molemmissa 
lisäystä 5 g l
-1




kasvatusliuoksissa alun perin käytetyn natriummetasilikaattin (Na2SiO3 * 9H2O) 
natriummetasilikaatti-pentahydraatilla (Na2SiO3 * 5H2O). Säädin pH:n noin 
arvoon 7,8 lisäämällä liuoksiin 2,5 M HCl – liuosta. Tämän jälkeen steriloin 
kasvatusliuokset autoklavoimalla (60 minuuttia, + 120 ˚C). 
E. gracilis – silmälevää varten valmistin epäorgaanista AF6 – kasvatusliuosta 
ohjeen mukaisesti (Liite 2; Kato, 1982, Watanabe ym., 2000). Mikso- ja 
heterotrofisissa kasvatuksissa käytin samoja orgaanisen hiilen lähteitä ja 
pitoisuuksia kuin muillakin kannoilla. Säädin AF6 – kasvatusliuoksen pH:n 1 M 
NaOH – liuoksella noin arvoon 6,6. Tämän jälkeen steriloin kasvatusliuokset 
jälleen autoklavoimalla (kts. edellä).  
Autoklavoinnin jälkeen jäähdytin kasvatusliuokset, minkä jälkeen pullotin 
liuokset laminaarivirtauskaapissa aseptisesti 600 ml:n kasvatuspulloihin. Säilytin 






Ennen kokeiden aloittamista siirrostin leväkannat 50 ml:n ylläpitokasvatuksista 
200 ml:n tilavuuteen, joissa kasvatin ne riittävän tiheiksi. Näissä 
ylläpitokasvatuksissa käytin Selenastrum – ja C. pyrenoidosa – kannoilla samaa 
kasvatusliuosta kuin varsinaisissa kokeissa. E. gracilis – kannalle käytin 
orgaanista EG – kasvatusliuosta, koska kannan on todettu säilyvän paremmin 
kyseisessä kasvatusliuoksessa (suullinen tiedonanto, Marika Tikka, HY). 
Esikokeissa käytin siis perinteistä tapaa miksotrofia- ja heterotrofiakyvyn 




kasvatuksiin. Tein kokeet 600 ml:n kasvatuspulloissa kasvatuskaapeissa (Sanyo 
MLR-350, Sanyo Electric Co. Ltd, Japani), joiden lämpötilan säädin vakioksi + 
20 ˚C asteeseen ja joissa valo:pimeä – sykli oli 16:8 tuntia ja valointensiteetti 




. Kasvatuskaapin loisteputket (Sanyo 40, Fl 40 
SS, W/37) sijaitsivat kaapin kolmella sivulla, jolloin valaistusolot olivat 
mahdollisimman tasaiset. Sijoitin pullot kasvatuskaappiin satunnaisessa 
järjestyksessä, niin etteivät ne varjostaneet toisiaan. Vaihdoin pullojen paikkoja 
satunnaisesti näytteenottojen yhteydessä. 
Tein heterotrofiset kasvatuskokeet pimeässä kasvatuskaapissa samassa 
lämpötilassa kuin muutkin kasvatukset. Auto-, mikso- ja heterotrofisissa 






Solumäärän laskemista varten otin jokaisesta kasvatuspullosta kerran päivässä 
kaikkina arkipäivinä aseptisesti Eppendorf – putkeen 1 ml:n näytteen, jonka 
säilöin lisäämällä näytteeseen 20 µl hapanta Lugolin liuosta. Laskin näytteiden 
solumäärät tutkimusmikroskoopilla (20 x suurennos, Leica, DM 1000, Saksa) 
Lundin kammiolla (Lund, 1959). Kasvatusten edetessä ja solumäärän tihentyessä 
laimensin näytteitä ennen laskentaa. Laskin jokaisesta näytteestä satunnaisesti 
valitsemieni 20 näkökentän solumäärän (Lund, 1959). Solutiheyden laskemiseen 
käytin kaavaa, jossa solutiheys ml
-1 
= Ns * Ak / Nnk / Vk / πr
2 
(Ns= laskettu 
solumäärä, Ak= kammion pinta-ala (mm
2
), Nnk= näkökenttien lukumäärä, Vk= 




Laskin levänäytteiden solumäärien avulla kantojen pullokohtaiset spesifiset 
kasvunopeudet (µ, vrk
-1
) eri kasvatusolosuhteissa valitsemalla eksponentiaalisen 
kasvun vaiheesta vähintään kolme näytteenoton ajankohtaa. Kasvunopeus 
laskettiin logaritmimuunnetulle aineistolle ensimmäisen asteen yhtälöstä y = a + 
bx, jossa a = vakiotekijä, b = kulmakerroin eli spesifinen kasvunopeus, x = aika ja 
y = solutiheys.  
  
 





C-leimauskokeiden aloittamista testasin kokeissa levien keräämiseen 
käyttämiäni suodattimia varmistaakseni, että leväsolut jäävät suodattimille. 
Mikroskopoin sekä suodattimet että läpi menneen suodoksen 20 x suurennolla 
(Leica, DM 1000, Saksa). Päädyin käyttämään kaikilla kolmella leväkannalla 1 
µm:n huokossuodattimia (Whatman Cyclopore Track Etched Membrane 25 mm, 
Iso-Britannia), koska en havainnut suodoksessa huomattavia määriä leväsoluja. 
Bakteerisuodatuksissa käytin suodattamia, joiden huokoskoko oli 0,2 µm 













Esikokeiden tulosten perusteella päätin tehdä substraatinottokokeet kaikilla 
kolmella kannalla, mutta ainoastaan 
14
C-leimatulla glukoosilla, sillä leväkannat 
kasvoivat heikommin tai eivät lähteneet eksponentiaaliseen kasvuun niissä 
heterotrofisissa kasvatuksissa, joihin olin lisännyt asetaattia (kts. ”Tulokset”). 
Koeaika kolmella toistolla tehdyissä ottokokeissa oli 120 minuuttia, ja otin 
näytteet 30, 60, 120 minuutin jälkeen. Jokaista ajankohtaa varten oli oma 
näytepullonsa eli kyseessä oli ns. poistokoe. Päädyin ottamaan näytteet kolmena 
eri ajankohtana, koska käyttämieni leväkantojen osalta tarjolla ei ollut aiempaa 
tutkimustietoa orgaanisen substraatin ottoa edeltävästä mahdollisesta lag-
vaiheesta tai sen kestosta.  
 
Levien inkubointiolosuhteet olivat samat kuin kasvatuskokeissa. Solumäärän 
ollessa riittävän tiheä konsentroin levät sentrifugoimalla (Multifuge 1 S-R 
Heraeus, Iso-Britannia, + 20 ˚C, 15 min, 2300 g min-1) 50 ml:n koeputkissa. 
Kaadoin vanhan kasvatusliuoksen pois koeputkesta ja lisäsin tilalle 10 ml uutta, 
steriiliä kasvatusliuosta, johon olin lisännyt glukoosia 5 g l
-1
. Tämän jälkeen 
ravistelin koeputkea, jolloin leväpelletti liukeni uuteen kasvatusliuokseen. Pelletin 
siirtämisellä uuteen kasvatusliuokseen pystyin varmistamaan sen, että kokeissa 
glukoosin pitoisuus oli 5 g l
-1
. 
Ottokoetta varten pipetoin konsentroitua levää 20 ml lasisiin 20 ml:n 
inkubointipulloihin. Valossa inkuboitaviin pulloihin lisäsin 100 µl ja pimeässä 




C-glukoosi, D-14 (u) 250 µCi 
(9,25 mBq) Perkin Elmer, USA), joka oli laimennettu pitoisuuteen 12,5 µCi ml
-1
. 
Tein inkuboinnit todellisen miksotrofiakyvyn selvittämiseksi valaistussa ja 
heterotrofiakyvyn selvittämiseksi pimeässä kasvatuskaapissa samoissa 




tein samoin kuin varsinaiset koeinkuboinnit, tapoin leväsolut ennen koetta 
lisäämällä inkubointipulloon 0,5 ml väkevää formaldehydin vesiliuosta 
(formaliinia). Tämän jälkeen inkuboin kontrollinäytteitä 120 minuuttia samoissa 
olosuhteissa kuin mikso- ja heterotrofiakokeissa. 
Jokaisen inkuboinnin päätyttyä suodatin 6 ml leväsuspensiota 1 µm:n 
suodattimelle (Whatman, Cyclopore Track Etched Membrane 25 mm, Iso-
Britannia). Huuhdoin suodattimet 2 ml:lla steriiliä kasvatuliuosta. Siirsin 
suodattimet 20 ml:n tuikepulloihin, joihin lisäsin 10 ml OptiPhase HiSafe 3 – 
tuikenestettä (Perkin Elmer, USA). Tuikenesteen lisäyksen jälkeen ravistelin 
tuikepulloja voimakkaasti. 
Keräsin suodoksen 20 ml:n tuikepulloihin ja bakteerien keräämiseksi suodatin 
suodoksen uudelleen 0,2 µm:n huokossuodattimelle (Whatman, Cyclopore Track 
Etched Membrane 25 mm, Iso-Britannia). Huuhdoin suodattimet jälleen 2 ml:lla 
steriiliä kasvatusliuosta. Siirsin nämä suodattimet uusiin 20 ml:n tuikepulloihin, 
joihin lisäsin 10 ml OptiPhase HiSafe 3 – tuikenestettä. Keräsin suodoksen 20 
ml:n tuikepulloihin, joihin lisäsin myös 10 ml OptiPhase HiSafe 3 – tuikenestettä. 
Mittasin myös tämän aktiivisuuden, jolloin sain selville inkuboinnin aikana 
sitoutumatta jääneen 
14
C-glukoosin määrän.  
Leväsolujen ottaman 
14
C-leimatun glukoosin määrän ja ottonopeuden 
mittaamiseen käytin tuikelaskinta (Wallac Tricarb, Suomi), joka mittaa 
14
C:n 
lähettämää betasäteilyä, siis näytteiden lähettämien ”tuikahdusten” määrän CMP-
arvoina (counts per minute eli tuikahduksia minuutissa), mutta tuikelaskin korjaa 
CMP-tulokset DPM-arvoiksi (disintegrations per minute eli hajoamisia 




                         
                                        
              
    





 glu pitoisuus = glukoosin pitoisuus 
 otetun leimatun glukoosin %-osuus = totaali DPM/suodatettu määrä * 100  
 (totaali DPM = SA/ml / inkubointitilavuus * suodatettumäärä) 
 (glukoosin pitoisuus 5 g l-1) 
 inkubointitilavuus (20 ml), suodatettu määrä (6 ml) 




 inkT = inkubointiaika 
 
Lisäksi määritin kaikkien kolmen leväkannan solutiheydet, jotta pystyin 
laskemaan solua kohden otetun substraatin määrän ja suhteuttamaan otetun 
14
C-
glukoosin määrän kasvatusliuoksen kokonaisglukoosin määrään. Selvitettyäni 
levä- ja bakteerisolujen solukohtaisesti ottaman glukoosin määrän laskin 













Koska leväviljelmäni eivät olleet akseenisia, tein leväinkubointien ohessa 
bakteeri-inkuboinnit 
14
C-leimatulla glukoosilla. Selvitin siis leväkasvatuksissa 
olleiden bakteerien kyvyn käyttää kokeen kuluessa glukoosia. Lisätyn 
14
C-
glukoosin aktiivisuus ja kokonaisglukoosimäärät olivat näissä kokeissa samat kuin 




kasvatusliuoksesta samalla menetelmällä kuin aiemmin leväinkuboinneissa. 
Varmistin leväsolujen jäämisen suodattimelle mikroskopoimalla läpi menneen 
suodoksen ennen inkubointien aloittamista. Bakteeri-inkuboinneissa en voinut 
vaihtaa kasvatusliuosta kuten leväinkuboinneissa, koska en pystynyt pelletoimaan 
kasvatusliuoksessa olleita bakteereja sentrifugoimalla. 
Bakteerien solutiheyden selvittämiseksi pipetoin 20 µl Lugol – liuokseen säilöttyä 
levänäytettä 1 ml:n Eppendorf-putkeen. Laimensin tämän näytteen ultrapuhtaalla 
vedellä 1 ml:ksi. Tämän jälkeen lisäsin näytteisiin kiteen natriumtiosulfaattia 
(Na2S2O3) poistamaan Lugol – liuoksen keltaisen värin ja suodatin näytteen 
huokoskooltaan 0,22 µm olevalle mustalle polykarbonaattisuodattimelle 
(Osmonics, USA). Suodatuksen jälkeen värjäsin solut akriflaviinilla, joka on 
DNA-väriaine (Bergström ym., 1986). Annoin väriaineen vaikuttaa noin 
seitsemän minuutin ajan, minkä jälkeen suodatin sen pois. Huuhdoin ylimääräisen 
väriaineen suodattimelta ultrapuhtaalla vedellä.  
Mikroskopoin bakteerinäytteet Nikon Eclipse E600 – tutkimusmikroskoopilla 
käyttäen öljyimmersio-objektiivia. Laskin näytteiden bakteerimäärät 1000-
kertaisella suurennoksella noin kymmenestä näkökentästä. Laskin bakteerimäärät 
(N, soluja ml
-1
) kaavalla N = (A1 / (A2 * An))* n * (100/V), jossa A1 = 
Suodattimen pinta-ala (mm
2
), A2 = näkökentän pinta-ala (mm
2
), An = laskettujen 
näkökenttien määrä, n = havaittujen bakteerien määrä näytteessä, V = lasketun 













Käytin tilastotesteissä PAWS Statistic 18 – tilasto-ohjelmaa (IBM) ja IBM SPSS 
Statistics 21 – ohjelmaa. Ennen varsinaisten tilastoanalyysien tekemistä testasin 
solumäärä- ja inkubointiaineistojen normaalisuuden Kolmogorov-Smirnov – ja 
Shapiko-Wilk – tilastotesteillä.  
Aineistoni testaamiseen käytin ei-parametrista Kruskal-Wallisin testiä, koska 
aineistoni ei ollut normaalisti jakautunut. Kantojen kasvunopeuksien parittaiseen 
vertailuun käytin ei-parametrista Mann-Whitney U – tilastotestiä. Tilastollista 




















Kasvatusolosuhteet vaikuttivat leväkantojen kasvunopeuteen, solusaantoon sekä 
lag-vaiheen pituuteen (Taulukot 1-4.). Kantojen kasvunopeudet poikkesivat 
toisistaan tilastollisesti merkitsevästi (P≤0,05) kaikilla muilla paitsi Selenastrum 
sp. – kannalla, koska vertailusta jätettiin pois heterotrofinen asetaattikasvatus. 
Tämä vääristää osaltaan Selenastrum sp. – kannan kasvunopeudelle tekemiäni 
tilastotestejä. Kaikilla leväkannoilla kasvatusolosuhteet vaikuttivat loppuvaiheen 
solumääriin. (Taulukot 1-4.). Näin ollen siis työn hypoteesit 1 ja 2 pätivät. 
Orgaanisen hiilen lähde vaikutti lag-vaiheen pituuteen kaikilla leväkannoilla. 
Selenastrum sp. – kanta ei lähtenyt eksponentiaaliseen kasvuun heterotrofisessa 
kasvatuksessa, jossa käytin orgaanisen hiilen lähteenä asetaattia. Lag-vaihe kesti 
koko kokeen ajan (Taulukko 1. ja Kuva 1.). Leväkanta pysyi kuitenkin elossa 
kokeen ajan. Leväkannat kasvoivat parhaiten olosuhteissa, joissa käytin 
orgaanisena hiilenä glukoosia. (Taulukot 1-4.). Näin ollen hypoteesi 3 piti 














Taulukko 1. Leväkantojen spesifiset kasvunopeudet (vrk
-1
), solusaannot 
kasvatusten lopussa (solua ml
-1
), lag-vaiheen kestot (vrk) ja niiden keskihajonnat. 
(Sel = Selenastrum sp., Chl = Chlorella pyrenoidosa, Eug = Euglena gracilis, 
mikso = miksotrofinen, hetero = heterotrofinen, auto = autotrofinen, glu = 
glukoosikasvatus, ase = asetaattikasvatus)  
Kanta Kasvunopeus (vrk
-1
) Solusaanto (solua ml
-1
) Lag-vaihe (vrk) 
Sel mikso glu 1,12 ± 0,02 1,90 x 10
8 
± 1,46 x 10
8
 1,92 ± 0 
Sel mikso ase 0,83 ± 0,19 3,56 x 10
6
 ± 2,77 x 10
6
   4,96 ± 0  
Sel hetero ase ei kasvua 3,92 x 10
4
 ± 1,08 x 10
4
   12,96 ± 0 
Sel hetero glu  0,76 ± 0,05 2,40 x 10
6
 ± 6,53 x 10
5
 8,79 ± 3,04 
Sel auto 0,66 ± 0,14 6,66 x 10
6
 ± 2,83 x 10
6
   6,37 ± 0,40 
Chl mikso glu 1,16 ± 0,07 1,73 x 10
8
 ± 9,20 x 10
7
   2,04 ± 0 
Chl mikso ase 1,17 ± 0,07 7,79 x 10
7
 ± 1,36 x 10
7
   2,04 ± 0 
Chl hetero ase 0,36 ± 0,17 3,95 x 10
6
 ± 1,42 x 10
6
   10,08 ± 0 
Chl hetero glu 0,69 ± 0,02 7,15 x 10
7
 ± 2,53 x 10
6
   4,79 ± 2,59 
Chl auto  2,63 ± 0,22 * 5,87 x 10
7
 ± 5,31 x 10
7
   2,04 ± 0 
Eug mikso glu 0,49 ± 0,07  1,06 x 10
6
 ± 2,81 x 10
5
   1,52 ± 0,50 
Eug mikso ase 0,79 ± 0,09 1,10 x 10
6
 ± 1,92 x 10
5
   1,08 ± 0 
Eug hetero ase 1,49 ± 0,07  9,51 x 10
5
 ± 1,84 x10
5
   1,08 ± 0 
Eug hetero glu 0,67 ± 0,15 6,66 x 10
5
 ± 3,67 x 10
5
   1,74 ± 0,44 
Eug auto 0,39 ± 0,06 7,11 x 10
5
 ± 1,20 x 10
5
   1,08 ± 0 














Taulukko 2. Selenastrum sp. – kannan käsittelyiden väliset erot 
kasvunopeudessa, solusaannossa ja lag-vaiheen pituudessa. (mikso = 
miksotrofinen, hetero = heterotrofinen, auto = autotrofinen, glu = 
glukoosikasvatus, ase = asetaattikasvatus). Lihavoidut arvot ovat tilastollisesti 
merkitseviä (P ≤ 0,05)  
Käsittely 1 Käsittely 2 Kasvunopeus Solusaanto    Lag- vaihe 
                P         P          P 
Sel kaikki käsittelyt              0,062*      0,002 0,001 
mikso glu mikso ase 0,248      0,021 0,008 
  hetero ase            ei kasvua      0,021 0,008 
  hetero glu 0,021      0,021 0,014 
  auto 0,021      0,021 0,011 
mikso ase mikso glu 0,248      0,021 0,008 
  hetero ase            ei kasvua      0,021 0,008 
  hetero glu 0,564      1,000 0,014 
  auto 0,248      0,083 0,011 
hetero ase mikso glu            ei kasvua      0,021 0,008 
  mikso ase            ei kasvua      0,021 0,008 
  hetero glu            ei kasvua      0,021 0,047 
  auto            ei kasvua      0,021 0,011 
hetero glu mikso glu 0,021      0,021 0,014 
  mikso ase 0,564      1,000 0,014 
  hetero ase            ei kasvua      0,021 0,047 
  auto 0,248      0,021 0,122 



















Taulukko 3. Chlorella pyrenoidosa – kannan käsittelyiden väliset erot 
kasvunopeudessa, solusaannossa ja lag-vaiheen pituudessa. (mikso = 
miksotrofinen, hetero = heterotrofinen, auto = autotrofinen, glu = 
glukoosikasvatus, ase = asetaattikasvatus). Lihavoidut arvot ovat tilastollisesti 
merkitseviä (P ≤ 0,05) 
Käsittely 1 Käsittely 2         Kasvunopeus 
                                                   
_____Solusaanto           Lag-vaihe 
  




        0,002                0,001        0,002 
mikso glu mikso ase                 0,773                  0,020          1,000   
  hetero ase                 0,021                  0,020                0,011   
  hetero glu         0,021                  0,020          0,046   
  auto         0,021                  0,020          1,000   
mikso ase mikso glu         0,773                  0,020          1,000   
  hetero ase         0,021                  0,021          0,011   
  hetero glu                 0,021                  0,043          0,017   
  auto         0,021                  0,021          1,000   
hetero ase mikso glu         0,021                  0,020          0,011   
  mikso ase         0,021                  0,021          0,011   
  hetero glu         0,043                  0,021          0,017   
  auto         0,021                  0,021          0,011   
hetero glu mikso glu         0,021                  0,020          0,046   
  mikso ase         0,021                  0,043          0,046   
  hetero ase         0,043                  0,021          0,017   

















Taulukko 4. Euglena gracilis – kannan käsittelyiden väliset erot 
kasvunopeudessa, solusaannossa ja lag-vaiheen pituudessa. (mikso = 
miksotrofinen, hetero = heterotrofinen, auto = autotrofinen, glu = 
glukoosikasvatus, ase = asetaattikasvatus). Lihavoidut arvot ovat tilastollisesti 
merkitseviä (P ≤0,05) 
Käsittely 1 Käsittely 2 Kasvunopeus Solusaanto Lag-vaihe 
              P      P      P  
Eug kaikki käsittelyt        0,010    0,009   0,038 
mikso glu mikso ase        0,083    0,386   0,127 
  hetero ase        0,021    0,149   0,127 
  hetero glu        0,386    0,021   0,495 
  auto        0,248    0,043   0,127 
mikso ase mikso glu        0,083    0,386   0,127 
  hetero ase        0,021    0,468   1,000 
  hetero glu        0,564    0,021   0,040 
  auto        0,043    0,043   1,000 
hetero ase mikso glu        0,021    0,149   0,127 
  mikso ase        0,021    0,468   1,000 
  hetero glu        0,021    0,021   0,127 
  auto        0,083    0,083   1,000 
hetero glu mikso glu        0,386    0,021   0,495 
  mikso ase        0,564    0,021   0,040 
  hetero ase        0,021    0,021   0,127 
  auto        0,083    0,083   0,040 
 
 
3.1.1. Selenastrum sp. – kannan kasvu 
 
 
Selenastrum sp. – kanta kasvoi kaikissa muissa olosuhteissa paitsi heterotrofisesti 
asetaatilla (Kuva 1.). Kasvunopeus oli suurin miksotrofisesti glukoosilla (µ=1,12 
± 0,02 vrk
-1
) (Taulukko 1.). Kannan pienin havaittu kasvunopeus mitattiin 
autotrofikasvatuksessa, mutta todellisuudessa kasvunopeus oli alhaisin 




(Kuva 1.). Miksotrofisen glukoosikasvatuksen kasvunopeus oli suurin (Taulukko 
1.), mutta kanta romahti 12 kasvatuspäivän jälkeen, minkä vuoksi mittaustulos 
puuttuu 13 kasvatuspäivältä.  
Käsittely vaikutti tilastollisesti merkitsevästi kannan lopulliseen solutiheyteen eli 
saantoon kasvatusten lopussa (P≤0,05) (Taulukko 2.) Saanto oli suurin 




) (Taulukko 1. ja 
Kuva 1.), jossa myös kasvunopeus oli suurin. Mikso- ja heterotrofisissa 
kasvatuksissa Selenastrum sp. – kannan solutiheydet olivat suurimmat, kun 
orgaanisena hiilenlähteenä oli glukoosi (Taulukko 1.).  
Mikroskopoidessani solunäytteitä huomasin kasvatusten välillä selkeitä eroja 
solujen koossa ja muodossa. Autotrofikasvatuksissa solut olivat silmämääräisesti 
kooltaan selvästi pienempiä, ja niiden muoto oli lajityypillisesti sirppimäinen. 
Mikso- ja heterotrofikasvatuksissa solu olivat suurempia sekä muodoltaan 






Kuva 1. Selenastrum sp. – kannan solumäärien (solua ml-1) kehitys ja niiden 






































































3.1.2. Chlorella pyrenoidosa – kannan kasvu 
 
 
C. pyrenoidosa – kannan kasvu vaihteli eri kasvatusolosuhteissa (P≤0,05) 
(Taulukko 3.). C. pyrenoidosa – kanta kasvoi nopeimmin miksotrofisessa 
asetaattikasvatuksessa (1,17 ± 0,07 vrk
-1
) ja hitaimmin heterotrofisessa 
asetaattikasvatuksessa (0,36 ± 0,17 vrk
-1
) (Taulukko 1. ja Kuva 2.).  
Orgaanisen substraatin vaikutus oli selkeästi havaittavissa: kasvatusten alussa 
miksotrofiset glukoosi- sekä asetaattikasvatukset eivät eronneet autotrofisesta 
kasvatuksesta, mutta itsevarjostuksen myötä autotrofinen kasvu hidastui (Kuva 
2.). Valaistusolojen heikennyttyä kanta hyödynsi miksotrofisesti glukoosia 
kasvussaan ja kasvoi tiheämmäksi kuin autotrofikasvatuksessa (Taulukko 1. ja 
3.).  
Myös solusaanto vaihteli kasvatusolosuhteiden mukaan (P≤0,05) (Taulukko 3.). 
Suurimmaksi solutiheys (1,73 x 10
8
 ± 9,20 x 107 solua ml-1) kasvoi 
miksotrofisessa glukoosikasvatuksessa (Taulukko 1. ja Kuva 2.). Pienimmäksi 
(3,95 x 10
6
 ± 1,42 x 106 solua ml-1) se jäi pitkän lag-vaiheen vuoksi 
heterotrofisessa asetaattikasvatuksessa (Taulukko 1. ja Kuva 2.). En havainnut 






Kuva 2. Chlorella pyrenoidosa – kannan solumäärien (solua ml-1) kehitys ja 























































3.1.3. Euglena gracilis – kannan kasvu  
 
 
E. gracilis – kanta kasvoi kaikissa olosuhteissa, mutta kasvunopeus vaihteli eri 
kasvatusoloissa (P≤0,05) (Kuva 3. ja Taulukko 4.) Nopeinta kasvu oli 
heterotrofisesti asetaatilla (µ =1,49 ± 0,07 vrk
-1
), vaikkakin kasvu romahti heti 
kolmannen koepäivän jälkeen, eikä saavutettu solutiheys poikennut muista 
kasvatuksista (Taulukko 4. ja kuva 3.). Hitainta kasvu oli autotrofikasvatuksessa 
(µ = 0,39 ± 0,06 vrk
-1
) (Taulukko 1.).  
E. gracilis – kannan kasvatuksissa ei ollut yhtä selkeitä eroja kuin Selenastrum sp. 
– ja C. pyrenoidosa – kantojen kasvatuksissa (Kuvat 1.-3). En myöskään 
havainnut muutoksia solujen muodossa tai koossa mikroskopoidessani näytteitä.  






Kuva 3. Euglena gracilis – mikrolevän solumäärien (solua ml-1) kehitys ja niiden 










































































3.2.1 Selenastrum sp. – kannan mikso- ja heterotrofia 
 
 
Substraatinottokokeet osoittivat, että Selenastrum sp. – kanta kykeni todelliseen 
mikso- ja heterotrofiaan, kun tarjolla oleva hiilenlähde oli glukoosi (Kuvat 4. ja 
5.). Kanta kykeni ottamaan glukoosia enemmän miksotrofisissa kuin 
heterotrofisissa kasvuoloissa (P≤0,05) (Taulukko 8.). Miksotrofisesti otetun 









. Tutkituista kannoista Selenastrum sp. – kanta oli paras ottamaan 
miksotrofisesti glukoosia (Taulukko 8.). Selenastrum sp. – kannan 
heterotrofisesti ottaman glukoosin määrä oli muihin verrattuna toiseksi suurin 
(Taulukko 8.). Kanta otti miksotrofisesti enemmän hiiltä kuin heterotrofisesti 
(P≤0,05; Taulukko 8.). Kannan miksotrofisesti ottaman hiilen määrä oli myös 
suurempi kuin miksotrofisten ottama (Taulukko 8.) 
Solukohtaisten ottonopeuksien erot olivat suuret mikso- ja heterotrofisesti. 
Kannan solukohtainen ottonopeus glukoosille oli miksotrofisesti suurinta 
aikavälille 0-30 minuuttia ja heterotrofisesti aikavälille 0-60 minuuttia 



















Kuva 4. Selenastrum sp. – kannan ja bakteerisolujen ottama glukoosi (µg solu-1) 
miksotrofisissa olosuhteissa. Janat kuvaavat toistojen keskivirhettä. 
 
 
Kuva 5. Selenastrum sp. – kannan ja bakteerisolujen ottama glukoosi 




). Janat kuvaavat 
toistojen keskivirhettä.   
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Taulukko 5. Selenastrum sp. – kannan mikso- ja heterotrofisesti ottaman 
glukoosin määrä verrattuna muihin leväkantoihin ja käsittelyihin. (Sel = 
Selenastrum sp., Chl = Chlorella pyrenoidosa, Eug = Euglena gracilis, mikso = 
miksotrofinen kasvatus, hetero = heterotrofinen kasvatus). Lihavointi kuvaa 
tilastollisesti merkitseviä arvoja (P ≤ 0,05). 
Kanta +käsittely                  Kanta + käsittely P 
Sel mikso  Sel hetero 0,05 
 
Chl mikso 0,05 
 
Eug mikso 0,05 
Sel hetero Sel mikso 0,05 
 
Chl hetero 0,513 
  Eug hetero 0,05 
 
 
3.2.2. Chlorella pyrenoidosa – kannan mikso- ja heterotrofia 
 
 
Myös C. pyrenoidosa – kanta kykeni todelliseen mikso- ja heterotrofiaan, kun 
tarjolla oleva hiilenlähde oli glukoosi (Kuvat 6. ja 7.). C. pyrenoidosa – kannalla 
solujen kerääminen suodattimelle ei kuitenkaan aina täysin onnistunut, sillä 
pienimmät solut päätyivät bakteerisuodattimelle, mikä tulee ottaa huomioon 
tuloksia ja niiden virhelähteitä arvioitaessa. 
C. pyrenoidosa – kannan solua kohden ottaman glukoosin kokonaismäärä oli 








(Taulukko 8.). Solukohtaiset mikso- ja heterotrofisesti otetut glukoosin määrät 
poikkesivat toisistaan (P≤0,05) (Taulukko 6.). 
Heterotrofisissa kasvatuksissa levät ottivat bakteereja enemmän glukoosia 
(P≤0,05), mutta miksotrofisissa kasvatuksissa tilastollista eroa ei ollut (P>0,05). 




30 minuuttia ja heterotrofiakokeissa aikavälillä 0-60 minuuttia (Taulukko 9.). 













 (Taulukko 9.). Miksotrofikokeissa 
bakteerien ottaman glukoosin määrä ja ottonopeus olivat suuremmat kuin levällä 
(P≤0,05) (Kuva 6. ja Taulukko 9.)  
 
 
Kuva 6. Chlorella pyrenoidosa – kannan ja bakteerisolujen ottama glukoosi (µg 
solu
-1
) miksotrofisissa olosuhteissa. Janat kuvaavat toistojen keskivirhettä.     
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Kuva 7. Chlorella pyrenoidosa – kannan ja bakteerisolujen ottama glukoosi (µg 
solu
-1
) heterotrofisissa olosuhteissa. Janat kuvaavat toistojen keskivirhettä. 
 
 
Taulukko 6. Chlorella pyrenoidosa – kannan mikso- ja heterotrofisesti ottaman 
glukoosin määrä verrattuna muihin leväkantoihin. (Sel = Selenastrum sp., Chl = 
Chlorella pyrenoidosa, Eug = Euglena gracilis, mikso = miksotrofinen kasvatus, 
hetero = heterotrofinen kasvatus. Lihavointi kuvaa tilastollisesti merkitseviä 
arvoja (P ≤ 0,05). 
Kanta+käsittely                     Kanta+käsittely   P 
Chl mikso Chl hetero 0,05 
 
Eug mikso 0,05 
 
Sel mikso 0,05 
Chl hetero Chl mikso 0,05 
 
Eug hetero 0,05 
  Sel hetero 0,513 
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3.2.3. Euglena gracilis – kannan mikso- ja heterotrofia 
 
 
Muiden tutkittujen kantojen tavoin myös E. gracilis kykeni todelliseen mikso- ja 
heterotrofiaan kun orgaanisen hiilenlähteenä oli glukoosi eli näin ollen hypoteesi 










(Taulukot 7-9.). Kannan miksotrofisesti ottaman glukoosin määrä oli kuitenkin 
pieni verrattuna tutkimuksen muihin leväkantoihin, mutta toisaalta heterotrofisesti 
otetun glukoosin määrä oli tutkimukseni suurin (Taulukko 8.).  
 
Levä- ja bakteerisolujen ottamat glukoosin määrät poikkesivat toisistaan 
heterotrofiakokeessa (P≤0,05), mutta eivät miksotrofiakokeessa (P>0,05) 
(Taulukko 8.). Leväkannan glukoosinottonopeus oli suurimmillaan 





















Kuva 8. Euglena gracilis – kannan ja bakteerisolujen ottama glukoosi (µg solu-1) 
miksotrofisissa olosuhteissa. Janat kuvaavat toistojen keskivirhettä.   
 
       
Kuva 9. Euglena gracilis – kannan ja bakteerisolujen ottama glukoosi (µg solu-1) 
heterotrofisissa olosuhteissa. Janat kuvaavat toistojen keskivirhettä.   
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Taulukko 7. Euglena gracilis – kannan mikso- ja heterotrofisesti ottaman 
glukoosin määrä verrattuna muihin leväkantoihin. (Sel = Selenastrum sp., Chl = 
Chlorella pyrenoidosa, Eug = Euglena gracilis, mikso = miksotrofinen kasvatus, 
hetero = heterotrofinen kasvatus). Lihavointi kuvaa tilastollisesti merkitseviä 
arvoja (P ≤ 0,05). 
Kanta+käsittely                      Kanta+käsittely P 
Eug mikso Eug hetero 0,05 
 
Sel mikso 0,05 
 
Chl mikso 0,05 
Eug hetero Eug mikso 0,05 
 
Sel hetero 0,05 
  Chl hetero 0,05 
 
 
Taulukko 8. Levä- ja bakteerisolujen suurimmat otetut glukoosimäärät. (Sel = 
Selenastrum sp., Chl = Chlorella pyrenoidosa, Eug = Euglena gracilis, mikso = 
miksotrofinen kasvatus, hetero = heterotrofinen kasvatus). Lihavointi kuvaa 
tilastollisesti merkitseviä arvoja (P ≤0,05). 








)         P 
Sel mikso 5,72 x 10
-7
 4,11 x 10
-7
     0,05 
Sel hetero 3,09 x 10
-7
 1,69 x 10
-6
     0,05 
Chl mikso 2,12 x 10
-7
 4,87 x 10
-7
     0,513 
Chl hetero 2,60 x 10
-7
 5,83 x 10
-8
     0,05 
Eug mikso 1,73 x 10
-7
 1,87 x 10
-7
     0,513 
Eug hetero 1,47 x 10
-6
 8,19 x 10
-8






















) (Sel = Selenastrum sp., Chl = Chlorella pyrenoidosa, Eug = Euglena 
gracilis, mikso = miksotrofinen kasvatus, hetero = heterotrofinen kasvatus). 
Lihavointi kuvaa tilastollisesti merkitseviä arvoja (P ≤ 0,05).  
 

















)       P 
Sel mikso 0-30 6,18 x 10
-6
 -    0,037 
 
0-60 5,42 x 10
-9
 -    0,037 
 
0-120 4,77 x 10
-9
 3,42 x 10
-9
    0,050 
Sel hetero 0-30 3,75 x 10
-9
 -    0,037 
 
0-60 5,14 x 10
-9
 -    0,037 
 




    0,050 










    0,822 
 




    0,513 
Chl hetero 0-30 2,42 x 10
-9






    0,275 
 
0-120 2,16 x 10
-9
 -    0,037 
















    0,050 
Eug hetero 0-30 2,25 x 10
-8
 1,62 x 10
-8






    0,050 
  0-120 1,23 x10
-8
 3,39 x 10
-10
    0,050 
 
 
3.3. Bakteerisolujen määrä 
 
 
Tutkimuksen leväkannat eivät olleet akseenisia, minkä vuoksi kaikissa 
leväkasvatuksissa esiintyi bakteerisoluja. Leväsolujen määrä verrattuna 
bakteerisoluihin oli suurempi kaikissa muissa kasvatuksissa paitsi E. gracilis – 














4. Tulosten tarkastelu 
 
  
4.1.  Substraatinottokokeet ja perinteiset mikso- ja heterotrofiamittaukset 
 
 
Substraatinottokokeiden avulla osoitin, että kaikki käyttämäni leväkannat 
kykenivät autotrofian lisäksi todelliseen mikso- ja heterotrofiaan, kun tarjolla 
oleva substraatti oli glukoosi. Vastaavanlaisia substraatinottokokeita ei ole 
toteutettu aikaisemmin, minkä vuoksi vertailukelpoisia mittaustuloksia ei ole 
saatavilla. Aikaisempien epäsuorien tutkimusten perusteella oletukseni kuitenkin 
oli, että leväkantani kykenevät mikso- ja heterotrofiaan (Ogbonna ym., 1998, 























2011, Venkata Mohan ym., 2011, Peltomaa, julkaisematon aineisto). Saamani 
tulokset perinteisellä, epäsuoralla tavalla toteutetuista kasvatuskokeista tukivat 
myös substraatinottokokeista saamiani tuloksia.  
 
Leväkantojen käyttäytyminen mikso- ja heterotrofisissa kasvatuksissa erosi 
selkeästi toisistaan. Selenastrum sp. – kannan mitattujen parametrien vaihtelu oli 
suurempaa kuin Chlorella pyrenoidosa – ja Euglena gracilis – kannoilla. E. 
gracilis – kannalla vaihtelu kasvatusten välillä oli selkeästi pienintä. 
 
Perinteisissä mikso- ja heterotrofiamittauksissa tutkimuksen leväkannat eivät 
osoittaneet selkeää kykyä hyödyntää asetaattia. Esimerkiksi C. pyrenoidosa – 
kanta hyödynsi mikso- ja heterotrofisesti glukoosia paremmin verrattuna 
asetaattiin, samoin kuin jo Samejima & Myers (1958) totesivat. Tikan (2011) 
aiemmat tutkimukset Selenastrum sp. – kannalla eivät myöskään anna viitteitä 
asetaatin hyödyntämisestä.   
 
 
4.2. Glukoosin vaikutus mikso- ja heterotrofiaan 
 
 
Selenastrum sp. – kanta hyödynsi glukoosia parhaiten verrattuna tutkimuksen 
muihin kantoihin. Se oli myös kannoista ainoa, joka oli miksotrofina tehokkaampi 
glukoosin käyttäjä kuin heterotrofina; C. pyrenoidosa – ja E. gracilis – kannoilla 
heterotrofisesti otettu hiilenmäärä oli suurempi kuin miksotrofisesti otettu 
(Taulukko 8.). Tulosta tukee myös C. pyrenoidosa – kannalla aiemmin tehty 
tutkimus, jossa glukoosia käytettiin heterotrofisesti tehokkaammin kuin 




Selenastrum sp. – kannalla miksotrofisissa olosuhteissa glukoosi nopeutti kasvua 
ja lisäsi saantoa. Kanta kuitenkin romahti nopeasti, minkä oletan johtuneen jonkun 
ravinteen loppumisesta (Reynolds, 2006: 4). Tikka (2011) havaitsi 
vastaavanlaisen romahduksen Selenastrum sp. – kannalla miksotrofisessa 
kasvatuksessa eksponentiaalisen kasvun päätyttyä. Ravinteiden loppumiseen 
tällöinkin viittasi kasvatusten nopea värin muutos vihreästä ruskeaan. 
Mahdollinen keino välttää kannan romahdus voisi olla glukoosin tasaisempi 
annostelu panostyyppisen lisäyksen sijasta. Tasaisempi glukoosin annostelu voisi 
mahdollistaa myös suuremman kokonaislisäyksen, mikä olisi edullista 
tavoiteltaessa korkeaa solusaantoa.  
Heterotrofisissa olosuhteissa glukoosin lisäys vaikutti leväkannan kasvuun, mutta 
glukoosi edesauttoi myös Selenastrum sp. – ja Chlorella – kantojen säilymistä 
elinkelpoisina. Kasvatuskokeiden näytteenoton ja varsinaisen kokeen 
lopettamisen jälkeen heterotrofiset glukoosi- ja asetaattikasvatukset säilyivätkin 
pitkään hyväkuntoisina. Selenastrum sp. – ja C. pyrenoidosa – kantojen strategia 
muistuttaakin Jonesin (1997) luokittelun D-ryhmää, jossa mikrolevät hyödyntävät 
heterotrofista ravinnonottoa vain hyvin vähän. Tällöin orgaaninen hiili ei 
varsinaisesti paranna levien kasvukykyä, mutta pitää levät elossa pitkän pimeän 
jakson yli. Levien yleisen ekologian kannalta olisikin ollut mielenkiintoista tutkia, 
miten heterotrofiset kasvatukset olisivat reagoineet siirrettäessä ne takaisin 
miksotrofisiin kasvuoloihin. Tämä jäi kuitenkin jatkossa selvitettäväksi. 
 
 
4.3. Asetaatin vaikutus mikso- ja heterotrofiaan 
 
 
Asetaatti voi suurina pitoisuuksina olla myrkyllistä monille mikro-organismeille, 




kasvussaan (Perez-Garcia ym., 2011). Natrium- tai kaliumasetaatin käyttö 
orgaanisen hiilen lähteenä nostaa kuitenkin kasvatusliuoksen pH-arvoa. 
Kasvatuksissa pH:n nousu johtuu jäljelle jäävien Na
+
 – ja K+ – kationien 
pariutumisesta hydroksyyli ionien (OH
-
) tai muiden emäksisten anionien kanssa 
(Perez-Garcia ym., 2011). Säädin kaikissa asetaattikasvatuksissani pH-arvon 
työohjeiden mukaisesti optimiin, minkä vuoksi en usko pH-arvon olleen syynä 
kantojen heikolle kasvulle. Käyttämäni natriumasetaatti myös lisää kasvatusten 
ionikonsentraatiota (”suolaisuutta”), mikä voi inhiboida levien kasvua (Chen ym., 
1995). Chlamydomonas reinhardtii – viherlevällä asetaatin on todettu inhiboivan 
kasvua pitoisuuden ylittäessä 0,4 g l
-1
 ja kun pitoisuus on yli 5 g l
-1
, pienenee 
solumäärää merkittävästi (Chen ym., 1994). Micractinium pusillum – viherlevällä 
asetaatin on todettu lisäävän kasvua pitoisuuteen 10 mM asti, mutta ainoastaan 
ensimmäisten kasvatuspäivien aikana (Bouarab ym., 2004). Euglena gracilis – 
silmälevän on todettu kykenevän hyödyntämään asetaattia tehokkaasti sekä 
mikso- että heterotrofisesti, kun sen pitoisuus on alle 5 g l
-1
 (Perez-Garcia ym. 
2011). Käyttämäni asetaattipitoisuus yhdessä kasvualustan kanssa mahdollisesti 
inhiboi E.gracilis – kannan kasvua, koska en havainnut asetaatin tehostavan 
kasvua verrattuna autotrofiseen kasvuun. 
Tutkimani leväkannat kuitenkin pystyivät kasvamaan tai ainakin pysyivät elossa 
kasvatuksissa, joihin olin lisännyt asetaattia, joten käyttämäni asetaatin pitoisuus 
ei ollut letaali. Heterotrofissa olosuhteissa Selenastrum sp. – ja Chlorella 
pyrenoidosa – kannat eivät kuitenkaan lähteneet kunnolla kasvuun, mutta pysyivät 
silti elossa kokeiden ajan (Kuvat 1-2.). Chlorella – suvun levät kasvavat 
tyypillisesti glukoosin lisäksi myös asetaatilla (Yang ym., 2000, Qiao & Wang, 
2009), minkä vuoksi oletan käyttämäni asetaatinpitoisuuden olleen liian suuri 






4.4. Levien kasvuolosuhteet ja kokeen toteutus  
 
 
Käytin kasvatuksissa epäorgaanisia kasvatusalustoja, jolloin pystyin seuraamaan 
levien kykyä hyödyntää lisäämiäni orgaanisia yhdisteitä. Selenastrum sp. – ja 
Chlorella pyrenoidosa – kannat kasvoivat hyvin käyttämilläni alustoilla. 
Euglena gracilis – kanta vaatii kasvussaan mahdollisesti muita enemmän 
orgaanisia yhdisteitä, jonka vuoksi sen solusaanto jäi pienemmäksi verrattuna 
muihin kantoihin (Taulukko 1.). E. gracilis – kannan kasvu ja sen säilyminen oli 
heikompaa epäorgaanisia yhdisteitä sisältävällä AF 6 – alustalla toisin kuin 
orgaanisella EG-kasvatusliuoksella ylläpidetyn kasvatuksen, josta siirrostin 
kannan. Runsaampaan orgaanisten yhdisteiden tarpeeseen viittaa myös 
silmälevien esiintyminen luonnossa eutrofisissa ympäristöissä sekä jätevesien 
vaikutusalueilla (Reynolds, 2006: 1). Substraatinottokokeissa solukohtaisesti 
otettu hiilenmäärä oli heterotrofisesti suurin, mutta miksotrofisesti pienin 
(Taulukko 8.). E. gracilis – kannan mikso- ja heterotrofiamittausten tulos on 
mielenkiintoinen ja kyseenalaistaa käsitystä kannan autotrofiasta. E. gracilis – 
kannan on todettu kuitenkin kasvavan myös miksotrofisesti glukoosilla (Ogbonna 
ym., 1998), minkä vuoksi uskon käyttämäni kasvatusalustan vaikuttaneen sen 
miksotrofiseen kasvukykyyn.  
Leväkantojen heterotrofisten kasvatusten toteuttaminen oli haastavaa, koska 
heterotrofisten kasvatusten pitäminen täysin pimeässä ei onnistunut 
näytteidenoton aikana. Heterotrofisissa kasvatusoloissa pullojen peittäminen olisi 
vaikeuttanut leväkasvatusten silmämääräistä havainnointia, kuten 
bakteerikontaminaatioiden havaitsemista, minkä vuoksi en peittänyt niitä. Tämän 
vuoksi kaikkien heterotrofisten kasvatus- ja inkubointitulosten osalta täytyy ottaa 
huomioon kasvatusten ajoittainen altistuminen valolle. Pyrin kuitenkin tekemään 




4.5. Leväkantojen soveltuminen massakasvatuksiin 
 
 
Levien massakasvatuksissa tärkein tekijä on levälajin valinta (Griffiths & 
Harrison, 2009). Saamiani tuloksia esim. glukoosilisäyksen tehosta mikso- ja 
heterotrofisissa olosuhteissa voidaankin hyödyntää parannettaessa suuren 
mittakaavan kasvatusten kustannustehokkuutta. Mikso- ja heterotrofiakyvyn 
lisäksi biodieselin tuotannon kannalta ensisijaisen tärkeänä pidetään solujen 
lipidipitoisuuksia, joita en tässä tutkimuksessa mitannut (Griffiths & Harrison, 
2009). Tikka (2011) totesi kasvatusolosuhteiden vaikuttavan Selenastrum sp. – 
kannan kokonaislipidipitoisuuteen, lipidiluokkien suhteellisiin osuuksiin ja 
rasvohappojakaumaan. Tikka (2011) toteutti kokeet samalla kannalla, mutta eri 
kasvatusalustoilla, minkä vuoksi saamiamme tutkimustuloksia ei voi suoraan 
yhdistää. 
Kokeissani korkeimman solutiheyden tuotti Selenastrum – kanta miksotrofisessa 
glukoosikasvatuksessa (Taulukko 1.). Selenastrum sp. – kannan ottaman 
glukoosin määrä ja ottonopeus olivat myös suurimmat verrattuna muihin 
miksotrofisiin kasvatuksiini (Taulukko 8-9.). Miksotrofisen Selenastrum sp. – 
kannan on todettu soveltuvan myös rasvahappojakaumansa ansiosta biodieselin 
tuotantoon (Tikka, 2011), minkä vuoksi pidän tutkimistani kannoista Selenastrum 
sp. – kantaa parhaiten soveltuvana massakasvatuksiin. Toisaalta kannan alttius 
kasvun nopeaan romahtamiseen eksponentiaalisen kasvun päätyttyä kuitenkin 
heikentää sen mahdollista kaupallista potentiaalia.  
Inkubointitulosteni perusteella C. pyrenoidosa oli toiseksi tehokkain glukoosin 
hyödyntäjä miksotrofisissa olosuhteissa, mutta heterotrofisissa olosuhteissa sen 
glukoosinotto oli tutkimistani leväkannoista heikointa (Taulukko 8.). 




kuulunee ryhmään B, jossa levät valon määrän pienentyessä hyödyntävät 
heterotrofisesti orgaanista hiiltä.  
Euglena gracilis – kanta osoittautui heikoksi hyödyntämään miksotrofisesti 
glukoosia, mutta heterotrofisesti se otti hiiltä tehokkaasti (Taulukko 8.). Kannan 
hyvä heterotrofinen kasvukyky voikin olla etu massakasvatuksissa.  
Glukoosi on kalliimpaa moniin muihin massakasvatuksiin lisättäviin ravinteisiin 
verrattuna, minkä vuoksi halvempien orgaanisten substraattien käyttöä tulisi tutkia 
myös käyttämilläni leväkannoilla. Biodieselin tuotantoprosessissa syntyvän 
raakaglyserolin käyttö glukoosin sijaan voisi alentaa kasvatuskustannuksia (Liang 
ym., 2009). Levien suuren mittakaavan kasvatus olisi kuitenkin järkevintä 
toteuttaa jätevesien sisältämiä ravinteita ja orgaanisia yhdisteitä hyödyntäen.  
 
 
4.6. Bakteerien vaikutus tuloksiin 
 
 
Heterotrofisia bakteereja pidetään pienemmän kokonsa ja suuremman pinta-ala vs. 
tilavuus – suhteensa ansiosta mikso- ja heterotrofiaan kykeneviä leviä 
tehokkaampina ravinteiden ja orgaanisten yhdisteiden ottajina (Currie & Kalff, 
1984, Kirchman, 1994, Kamjunke ym., 2008). Partikkelimaisen orgaanisen 
aineksen hajotuksen ja ravinteiden mineralisaation lisäksi bakteerien on todettu 
kykenevän hyödyntämään ja assimiloimaan liuennutta orgaanista hiiltä (Bell ym., 
1983, Kähler ym., 1997). Bakteerit ovat leviä tehokkaampia käyttämään 
orgaanisia substraatteja varsinkin matalissa pitoisuuksissa (< 60 µg substraattia l
-
1
), ja niiden substraattien ottonopeus on paljon suurempi kuin levillä (Wright ym., 
1966). Myös omassa tutkimuksessani levät ja bakteerit kilpailivat orgaanisesta 




pyrenoidosa – ja E. gracilis – kannat olivat tutkimuksessani bakteereita parempia 
kilpailijoita (Taulukko 8.). Levien kilpailukyky selittyy osittain kasvatusten 
suurella leväsolujen tiheydellä, minkä on todettu heikentävän bakteerien 
kilpailukykyä (Kamjunke ym., 2008).  Tulokset siis tältä osin vahvistivat 
aikaisempia havaintoja (Currie & Kalff, 1984, Kirchman, 1994, Tittel ym., 2004, 
Kamjunke ym., 2008).  
Bakteerien läsnäolosta on myös todettu olevan hyötyä mikroleville. Jones (2000) 
totesi tutkimuksessaan, että fagotrofiaan kykenevät leväsolut hyötyvät esimerkiksi 
bakteerien tuottamista tai sisältämistä ravinteista. Tutkimuksessa havaittiin myös 
miksotrofisten levien biomassan korreloivan lisääntyvän bakteeribiomassan 
kanssa.  
Tein kokeeni laboratoriomittakaavassa, jolloin pystyin aseptisen työskentelyn 
ansiosta pitämään bakteerien määrän kasvatuksissa hyvin alhaisena, eivätkä 






Mikrolevien todellista mikso- ja heterotrofiaa koskevia tutkimuksia on toistaiseksi 
tehty hyvin vähän verrattuna kiinnostukseen mikroleväbiomassaan perustuvia 
sovelluksia kohtaan. Mikrolevien ekologian ja ekofysiologian parempi tunteminen 
on edellytys monille erilaisille sovelluksille. Teknisten sovellusten lisäksi 
miksotrofiakyvyn tunteminen tarkentaa mikrolevien roolia vesiekosysteemeissä ja 
mahdollistaa paremman ymmärryksen ilmastonmuutoksen vaikutuksista 
vesiekosysteemeihin. Lisäksi todellisen miksotrofiakyvyn ymmärtäminen 
muuttanee käsitystämme mikrolevien perinteisestä kahtiajaosta auto- ja 





Mikrolevien perustutkimus on osaltaan edellytys ihmiskunnan suurien ongelmien 
ratkaisemiseen, kuten esimerkiksi pyrkimykseen korvata fossiilista alkuperää 
olevia polttoaineita uusiutuvilla, mikroleväbiomassaan pohjautuvilla 
hiilineutraaleilla raaka-aineilla. Mikroleväbiomassan sovelluksien 
laajamittaisempi, tehokas käyttö edellyttää lisätutkimuksia kantojen 
ominaisuuksista, mm. niiden mikso- ja heterotrofiakyvystä. 
 
Levien todellisen mikso- ja heterotrofiakyvyn tutkimuksen osalta näen tärkeäksi 
todistaa useampien leväkantojen todellinen kyky hyödyntää orgaanisia yhdisteitä. 
Tällöin erilaisissa kasvatussovelluksissa voitaisiin käyttää parasta mahdollista 




4.8. Kiitokset  
 
 
Kiitokset tutkimukseni valmistumisesta kuuluu ohjaajilleni yliopistonlehtori Anne 
Ojalalle ja FT Elina Peltomaalle. Iso kiitos Annelle, kun mahdollistit pro gradun 
teon levien parissa ja innostit minut tieteellisen tutkimuksen tekoon. Elinalle 
kiitos kuuluu loistavasta ja kärsivällisestä opetuksesta sekä arvokkaista neuvoista 
ja kannustuksesta. Kiitos myös muille ALDIGA – projektin parissa töitä tehneille. 
Laura kiitos sinulle, että jaksoit innostaa minua eteenpäin ja olit aidosti 
kiinnostunut graduni etenemisestä. Tuulille kiitos, että olet useasti hillinnyt 
toimintaani järkevillä sanoillasi. Kiitos Jake, kun olet auttanut minua 
käytännönongelmien ratkaisemisessa. Äiti, myöskään sinua ei sovi unohtaa 
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5. Liitteet  
 
Liite 1. Selenastrum sp. – ja Chlorella pyrenoidosa – kannan kasvatusliuos 




NaNO3 1,00 * 10
-3
CaCl2 *  2H2O 2,50 * 10
-4
MgSO4 * 7H2O 1,66 * 10
-4
NaHCO3 1,50 * 10
-4
Na2SiO * 9 H2O 1,00 * 10
-4
K2HPO4 5,00 * 10
-5
H3BO3 1,62 * 10
-5
KCl 1,00 * 10
-4
Hivenaineet (leville)
Na2EDTA * 2H2O 1,17 * 10
-5
FeCl * 6H2O 3,70 * 10
-6
CuSO4 * 5H2O 4,01 *10
-9
ZnSO4 * 7H2O 7,65 * 10
-8
COCl2 * 6H2O 4,20 * 10
-8
MnCl2 * 4H2O 9,10 * 10
-7
Na2MoO4 * H2O 2,48 * 10
-8
H2SeO3 1,24 * 10
-8
Na3VO4 9,79 * 10
-9
Hivenaineet (eläimille)
LiCl 7,31 * 10
-6
RbCl 5,79 * 10
-7




KI 1,99 * 10
-8
Vitamiinit
tiamiini * HCl (B1) 2,96 * 10
-7
biotiini (H) 2,05 * 10
-9





Liite 2. Euglena gracilis – kannan kasvatusliuos (Kato, 1982, Watanabe ym., 
2000). 
 
AF6 Medium, Modified 
   
Kemikaali 
Kantaliuos (g * L
-1
 
dH2O) Määrä Konsentraatio (M) 






Fe-sitraatti 2 1 ml 8,17 * 10
-6
 
Sitruunahappo 2 1 ml 1,04 * 10
-5
 
NaNO3 140 1 ml 1,65 * 10
-3
 
NH4NO3 22 1 ml 2,75 * 10
-4
 
MgSo4 * 7H2O 30 1 ml 1,22 * 10
-4
 
KH2PO4 10 1 ml 7,35 * 10
-5
 
K2HPO4 5 1 ml 2,87 * 10
-5
 
CaCl * 2H2O 10 1 ml 6,80 * 10
-5
 
Hivenaineet* - 1 ml 
  
Vitamiinit* - 1 ml     
*Hivenaineet 
Kantaliuos (g * L
-1
 
dH2O) Määrä Konsentraatio (M) 
Na2EDTA * 2H2O - 5,00 g 1,34 * 10
-5
 
FeCl * 6H2O - 0,98 g 3,63 * 10
-6
 
MnCl2 * 4H2O - 0,18 g 9,10 * 10
-7
 
ZnSO4 * 7H2O - 0,11 g 3,83 * 10
-7
 
COCl2 * 6H2O  20 1 ml 8,41 * 10
-8
 




Kantaliuos (g * L
-1
 
dH2O) Määrä Konsentraatio (M) 
tiamiini * HCl (B1) - 10 mg 2,96 * 10
-8
 
biotiini (H)   2 1 ml 8,19 * 10-9 
pyridoksiini * HCl 












         
         
Liite 6. Selenastrum sp. – kasvatuskokeiden solumäärien keskiarvot. 






































































































Liite 7. Chlorella pyrenoidosa – kasvatuskokeiden solumäärien keskiarvot. 




















































































































Liite 8. Euglena gracilis – kasvatuskokeiden solumäärien keskiarvot.  
 































































































































          
